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RESUMO: O género Candida compreende leveduras redondas ou ovaladas que acarretam em uma diversidade de infec¢des que recebem
o nome de candidiase. O curso dessas infec¢des depende muito do sistema imunoldgico do individuo. Candida albicans é a principal es-
pécie envolvida em infec¢des no ser humano. Estudos indicam que esta espécie € responsavel por 60% dos isolados de amostras clinicas.
As infecgdes fungicas causadas por leveduras do género Candida sdo frequentemente tratadas com antifungicos azoélicos, principalmente,
o fluconazol. A resisténcia a agentes antifungicos, como a que acontece com o fluconazol, pode ter diferentes origens, dentre elas cita-se
a alteracdo da enzima alvo, que por consequéncia diminui a ligagdo do farmaco, reducdo dos efeitos toxicos da droga, aumento da quan-
tidade de enzima alvo ou também pela acumulacao intracelular da droga. Neste contexto, esta pesquisa avaliou o perfil de sensibilidade
de isolados de Candida albicans frente ao fluconazol, com diferentes grupos de pacientes e diferentes sitios anatomicos. A avaliagdo da
suscetibilidade das leveduras com determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) ao fluconazol foi realizada utilizando - se o
E-test em agar Mueller-Hinton suplementado, seguindo o documento M44-A2, do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Os
critérios para a classificagdo dos padrdes de suscetibilidade seguiram o documento M27-A3. Nesta pesquisa foi constatado que 100% dos
isolados de Candida albicans eram sensiveis ao fluconazol e que ndo houve diferenca estatistica nos valores de CIM, quando confrontado
ao género, faixa etdria, tipo de paciente, a Unica diferenca encontrada nos valores de CIM, ocorreu quando se comparou ao sitio anatdmico,
pois os isolados de corrente sanguinea apresentaram os maiores valores de concentracdo inibitoria minima frente ao fluconazol.
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Candida albicans SENSITIVITY PROFILE AGAINST FLUCONAZOLE ISOLATED FROM DIFFERENT ANATOMICAL
LOCATIONS

ABSTRACT: The Candida genus comprises gram-positive round or oval yeasts, which lead to a diversity of infections known as candi-
diasis. The course of such infections depends greatly on the individual’s immune system. Candida albicans is the main species involved
in the infection in humans. Studies indicate that this species is responsible for 60% of isolates from clinical samples. Fungal infections
caused by yeasts of the Candida genus are often treated with azole antifungals, mainly fluconazole. Resistance to antifungal agents such as
fluconazole can have different origins, among which the alteration of the target enzyme, which consequently decreases the drug’s binding,
the reduction in the toxic effects of the drug, the increase in the amount of enzyme or intracellular accumulation of the drug. Within this
context, this study assessed the sensitivity profile of Candida albicans isolates against fluconazole, with different patient groups and diffe-
rent anatomical sites. The assessment of yeast susceptibility with the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) to fluconazole determined
using the E-test on supplemented Mueller-Hinton agar, following the M44-A2 document from the Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI). The susceptibility patterns were classified according to criteria in document M27-A3. In this study, 100% of Candida albicans
isolates were sensitive to fluconazole, and no statistical difference were presented in MIC values when compared to gender, age and patient
type, with the only difference found in MIC values occurring when compared to the anatomical site, since bloodstream isolates presented
the highest values of minimum inhibitory concentration against fluconazole.
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Introducao

O género Candida compreende leveduras redondas
ou ovaladas que acarretam em uma diversidade de infec¢des
que recebem o nome de candidiase. O curso dessas infec¢des
depende muito do sistema imunolégico do individuo, pois, a
lesdo pode se apresentar de diferentes formas, com sintomas
distintos e cronicidade variada (ARRAES, 2012).

O género Candida possui aproximadamente 200 es-
pécies diferentes de leveduras, destas somente 20 tem capa-
cidade de causar algum tipo de infec¢ao no homem, das quais
a Candida albicans se destaca sendo a principal espécie en-
volvida em infecgdes no ser humano. Estudos indicam que
esta espécie ¢é responsavel por 60% dos isolados de amostras
clinicas (PEIXOTO et al., 2014).

A espécie Candida albicans, apresenta dimorfismo,
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ou seja, a 25°C apresenta-se na forma filamentosa e a 30 °C
apresenta-se na forma de levedura, caracteristica que auxilia
a levedura no processo de invasao celular. Tal espécie ¢ natu-
ralmente sensivel aos antifiingicos sistémicos, eventualmen-
te sdo resistentes a anfotericina B (polienos) e, sdo poucos
os relatos de resisténcia as equinocandinas. A resisténcia aos
azoblicos esta geralmente associada a exposicao prolongada a
estes farmacos (BENEDETTI, 2014).

Infecgdes fungicas causadas por leveduras do gé-
nero Candida s3o frequentemente tratadas com antifingicos
azoblicos, principalmente, o fluconazol. A resisténcia a agen-
tes antifingicos, como a que acontece com o fluconazol,
pode ter diferentes origens (BENEDETTI, 2014).

Segundo Morschhiuser (2016), as células micéti-
cas podem apresentar resisténcia ao fluconazol, de diferentes
maneiras, dentre elas estdo a alteragdo da enzima alvo, que
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por consequéncia diminui a ligagdo do farmaco, redugao dos
efeitos toxicos da droga, aumento da quantidade de enzima
alvo ou também pela acumulagio intracelular da droga.

Existem aproximadamente cinco mutagdes causa-
doras de resisténcia ao fluconazol em isolados clinicos de
Candida albicans, dentre elas podemos citar a mutagdo do
gene ERG3, que tem como decorréncia a perda de fungao da
AS,6-dessaturase (essencial para a biossintese de ergosterol),
ocasionando no nao acimulo de esterol toxico. A mutagdo do
gene ERG11, que tem como resultado a mudanga estrutural
na enzima alvo, reduzindo assim a liga¢do ao farmaco. As
mutagdes dos genes MRR1, TAC1 e UPC2 possuem como
efeito de mutagdo o fator de transcri¢do hiperativo, podemos
destacar o gene TAC1, que possui como mecanismo de resis-
téncia a sobre expressao da bomba de efluxo (CDR1, CDR2)
(SILVA et al., 2012; MORSCHHAUSER, 2016).

Durante a ultima década, as escolhas restringiam-se
aos imidazolicos, aos poliénicos e aos triazolicos de primei-
ra geragdo, como o fluconazol. Hoje, existem cinco classes
de drogas antimicoticas que possuem diferentes mecanismos
de agdo ¢ espectro. Fazem parte desta classe os alilaminas,
azodis, poliénicos, equinocandinas e as fluoropirimidinas
(COLOMBO et al., 2012).

Atualmente, a resisténcia da espécie Candida al-
bicans ao fluconazol, esta proximo de 3%, podendo ocorrer
alteragdes deste percentual, devido as variagdes locais ¢ re-
gionais (QUINTERO, 2010).

Neste contexto, esta pesquisa avaliou o perfil de
sensibilidade de isolados de Candida albicans frente ao flu-
conazol, com diferentes grupos de pacientes e diferentes si-
tios anatomicos.

Material e Métodos

Nesta pesquisa foram analisadas 31 amostras de
Candida albicans, as quais foram isoladas de diferentes gru-
pos de pacientes, como transplantados, diabéticos, pacientes
com candidemia, mulheres com candidiase vulvovaginal
(CVV) e idosos usuarios de protese dental, de diferentes
sitios anatdmicos, como corrente sanguinea, mucosa oral e
mucosa vaginal. Sendo a corrente sanguinea referente a pa-
cientes com candidemia, vagina por mulheres com CVV ¢
boca por pacientes diabéticos, transplantados e idosos usua-
rios de protese, ainda este grupo foi compostos por pacien-
tes de ambos os sexos e distintas faixas etarias. As coletas
para obten¢ao das linhagens utilizadas nesta pesquisa foram
aprovadas pelo Conselho de Etica da Unipar - CEPEH e sob
registro 41733015.9.0000.0109.

O material biologico colhido (sangue, saliva e se-
cregdo vaginal) foi semeado por técnica de esgotamento, em
meio CHROMagar™ Candida, sendo em seguida incubado
em estufa a 36° C por 48 horas. Para identifica¢do das espé-
cies de Candida, utilizou-se o padrao de cores estipulados
pelo meio cromogénio (CHROMagar™ Candida).

A avalia¢do da suscetibilidade das leveduras com
determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
ao fluconazol foi realizada utilizando - se o E-fest (Biome-
ricux®) em agar Mueller-Hinton (Difco®) suplementado
com 2% de glicose ¢ 0,5 pg/mL de azul de metileno, de acor-
do com o documento M44-A2, do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2010). Os critérios utilizados para
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a classificagdo dos padrdes de suscetibilidade seguiram o do-
cumento M27-A3, no qual as leveduras do género Candida
sdo classificadas como suscetiveis ao fluconazol para valores
de CIM igual ou inferior a 8 pg/mL, suscetiveis dose-depen-
dente para valores de CIM entre 16 e 32 pg/mL, e resistente
quando a concentragdo inibitoria minima do crescimento ¢é
igual ou superior a 64 pg/mL (CLSI, 2008). Utilizou-se para
as analises estatisticas o Teste de t para dados envolvendo
apenas uma variavel e o teste de ANOVA quando as analises
envolverem multiplas varidveis.

Resultados

Examinando a figura 1, observamos que a faixa eta-
ria de 20 — 39 anos obteve um valor maior de CIM (1,98
ug / mL), em comparagdo as faixas etarias de 40 — 59 anos
(1,95ug / mL) e os acima de 60 anos (1,60 ug / mL), estes
resultados ndo apresentaram diferencga estatistica p> 0,05.

Figura 1: Concentragdo Inibitéria Minima — CIM da espécie
C. albicans frente ao fluconazol em diferentes faixas etarias.
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Considerando a figura 2, observou-se que para o gé-
nero masculino o valor de CIM, foi de 1,95 ug / mL, ja para
o género feminino o valor foi de 1,90 ug / mL, contudo tais
resultados ndo apresentaram diferenca estatistica p> 0,05.

Figura 2: Concentragdo Inibitéria Minima — CIM de Candi-

da albicans frente ao fluconazol em diferentes géneros.
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Analisando a Figura 3, observa-se que a corrente
sanguinea foi o sitio anatomico que apresentou um valor
maior de CIM (3 ug / mL), logo apds vagina (2,2 ug / mL)
e boca (1,8 ug / mL), tais resultados apresentaram diferenga
estatistica (p< 0,05), apenas quando se comparou o sitio cor-
rente sanguinea com vagina.

Figura 3: Valores de Concentragdo Inibitoria Minima — CIM
da espécie Candida albicans frente ao fluconazol em diferen-
tes sitios anatomicos.
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De acordo com a figura 4, pode-se observar que os
pacientes com candidemia apresentaram um valor de CIM de
3ug/ mL, os pacientes com candidiase vulvovaginal o valor
foi de 2,2 ug / mL, diabéticos de 1,9 ug / mL, transplantados
de 1,8 ug / mL e pacientes usudarios de protese o valor foi de
1,7 ug / mL, tais resultados ndo mostraram diferenca estatis-
tica p > 0,05.

Figura 4: Valores de Concentragao Inibitoria Minima — CIM
da espécie Candida albicans frente ao fluconazol em diferen-

tes tipos de pacientes.
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Pode-se observar na figura 5, que 9,7% dos isolados
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possuiam CIM de 0,75 ug / mL, 13% CIM de 1,0 ug / mL,
22,5% CIM de 1,5 ug / mL, 42% apresentaram CIM de 2,0
ug / mL, 6,4% CIM de 3,0 ug / mL e 6,4% exibiram CIM de
4,0 ug / mL, tais resultados apresentaram diferenca estatistica
(p< 0,05), exceto na comparacdo entre os valores de CIM de
3,0 ug/ mL e 4,0 ug / mL (p=0,8).

Figura 5: Valores de Concentragao Inibitoria Minima — CIM
da espécie Candida albicans frente ao fluconazol.
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Discussao

Referente a analise da Concentragdo Inibitoria Mi-
nima — CIM da espécie C. albicans frente ao fluconazol em
diferentes faixas etdrias e ao género masculino e feminino,
verificou-se que ndo houve diferenca entre os resultados en-
contrados, este dado ¢ semelhante ao obtido por Benedetti
(2014), o qual estudou colonizagdo de leveduras do género
Candida na cavidade bucal de diferentes grupos de pacien-
tes, constatou com bom suporte estatistico, que o sexo mas-
culino ou feminino e a faixa etéaria, foram fatores epidemio-
l6gicos que ndo influenciaram no crescimento de levedura na
amostra de saliva.

Outro aspecto epidemiologico analisado neste estu-
do refere-se ao local (sitio anatdomico) de isolamento da leve-
dura C. albicans ¢ os valores de Concentracao Inibitoria Mi-
nima — CIM de fluconazol. Neste estudo cada sitio anatomico
era constituido por diferentes grupos de pacientes, sendo a
corrente sanguinea referente a pacientes com candidemia,
vagina por mulheres com CVV e boca por pacientes diabéti-
cos, transplantados e idosos usudrios de protese.

Quando se comenta que as leveduras isoladas da
corrente sanguinea apresentaram os maiores valores de CIM,
podem-se explicar estes resultados pelo fato da maior expo-
sicdo destes pacientes aos antifungicos, pois pacientes com
candidemia, sdo imunodeprimidos, geralmente estdo no am-
biente hospitalar, sob uso intensivo de antifingicos ou an-
timicrobianos, correndo risco de alguma contamina¢do por
procedimentos médicos invasivos, solucdes de infusdo ou
pela colonizagdo de cateteres vasculares (COLOMBO et al.,
2012).

Analisaram-se também os valores de CIM da espé-
cie C. albicans e correlacionou com os diferentes tipos de
pacientes, de acordo com esta analise ndo se observou dife-
renca estatista entre os resultados. Apesar de estatisticamente
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ndo haver diferenga entre os valores de CIM entre os diferen-
tes grupos de pacientes, Althaus et al. (2015) comentam que
individuos com candidemia, sdo pacientes hospitalizados,
que estdo expostos a um grande nimero de procedimentos
invasivos e o uso intensivo de antimicrobianos, sugerindo a
maior exposi¢do ao antifiingicos, e consequentemente dimi-
nuindo o perfil suscetibilidade das leveduras, como foi obser-
vado beste estudo.

Ainda segundo Workowski et al.(2015), mulheres
com candidiase vulvovaginal, também estao frequentemente
expostas aos antifungicos azélicos, de acordo com a agéncia
americana Food and Drug Administration (FDA), o flucona-
zol ¢ o unico antifiingico oral aprovado, para o tratamento de
candidiase vulvovaginal.

Corroborando com os resultados obtidos neste estu-
do, Zhang et al. (2014) observaram um resultado semelhante,
onde o grupo de mulheres sem HIV apresentaram 100% de
suscetibilidade ao fluconazol, enquanto que entre as mulhe-
res com HIV a susceptibilidade era de 68%.

Segundo os critérios de classificagdo do padrao de
suscetibilidade do protocolo M27-A3 que estipulado pelo
CLSI (2008), o qual sugere que para ser sensivel ao fluco-
nazol o fungo tem que possui valor de CIM inferior a 8 pg/
mL, observou-se que todos os isolados deste estudo foram
sensiveis ao fluconazol.

Realizando-se comparagdo dos resultados deste
estudo com o de outros autores, os quais também analisa-
ram o padrdo de sensibilidade de Candida albicans frente
ao fluconazol, encontrou-se resultado semelhante no trabalho
desenvolvido por Nunes et al. (2011), o qual obteve um per-
centual de 100% de sensibilidade nos antifiingicos testados,
dentre eles o fluconazol, ¢ os estudos de Goulart et al. (2016),
e Owotade et al. (2016), os quais obtiveram um percentual,
respectivamente de 93,1 e 100% de sensibilidade da espécie
Candida albicans frente ao fluconazol, sugerindo similari-
dade entre os resultados desta pesquisa com o dos autores
citados.

Conclusao

Os resultados obtidos nesta pesquisa revelaram que,
apesar de se obter valores diferentes de CIM para a espécie
Candida albicans, todos os isolados mostraram-se sensiveis
ao fluconazol, segundo os critérios de classificagdo do CLSI.

Foi observado também, que o sexo, a faixa etaria e
o grupo de pacientes ndo influenciou no padrdo de sensibi-
lidade do fungo, apesar dos maiores valores de CIM serem
encontrados em pacientes com candidemia.

Finalmente observou-se que o sitio anatémico foi
um fator que influenciou para o aumento dos valores de con-
centracdo inibitéria minima ao fluconazol, pois os isolados
que apresentaram os maiores indices de CIM foram os obti-
dos da corrente sanguinea.
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